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ABSTRAK 
Nama    : Rahmi Dewi Astuti 
NIM    : 60300112076 
Judul Skripsi       :“Skrining Bakteri Endofit Kentang (Solanum tuberosum)       
yang Berpotensi Sebagai Agen Biokontrol Cendawan 
Patogen” 
 
Bakteri endofit adalah organisme berukuran mikroskopis yang hidup di 
dalam jaringan tanaman (xylem dan phloem) pada akar tanaman kentang. Penelitian 
bertujuan untuk mengetahui potensi bakteri endofit akar kentang (Solanum 
tuberosum) sebagai biokontrol pada cendawan patogen di Kabupaten Bantaeng Desa 
Bontolojong. Selanjutnya spesimen yang digunakan adalah akar kentang (Solanum 
tuberosum) dalam bentuk tanaman utuh. Bakteri diisolasi, uji antibiosis secara in 
vitro dan identifikasi molekuler. Hasil bakteri endofit yang di isolasi dari tanaman 
akar kentang (Solanum tuberosum) menghasilkan 4 isolat yaitu isolat A1, A2, A3 dan 
A4. Hasil uji antibiosis secara in vitro antara bakteri endofit dan cendawan patogen 
hanya tiga isolat bakteri endofit yang mampu menghambat cendawan patogen yaitu 
bakteri endofit kode isolat bakteri A2 pada cendawan Fusarium oxyporum dan 
Rhizoctonia solani 100 %, kode isolat bakteri A3 pada cendawan Fusarium oxyporum 
100%, dan kode isolat bakteri A1 pada cendawan Fusarium oxyporum 80 %. Hasil 
dari identifikasi molekuler Isolat A2 merupakan bakteri Anterobacter asburiae 97 %, 
A1 Anterobacter kobei 98 % dan A3 tidak teridentifikasi karena terjadi kontaminansi 
pada saat sequensing. 
 
Kata kunci : Antibiosis, Bakteri endofit, Biokontrol, Cendawan, Kentang,  
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ABSTRACT 
Name  : Rahmi Dewi Astuti 
NIM  : 60300112076 
Thesis Title : "Screening of potato (Solanum tuberosum) Endophytic 
Bacteria as a biocontrol  agent of pathogenic fungus” 
 
The endophytic bacteria are microscopic organisms that live inside plant 
tissues (xylem and phloem) in the roots of potato plants. The study aims to determine 
the potential of endophytic bacteria in potato tubers (Solanum tuberosum) as 
biocontrol on fungal pathogens conducted in Bantaeng village Bontolojong. The 
sample were isolated from the roots of potato. The method used antibiosis test are 
also molecular identification the result showed 4 isolates from the roots of potato ( 
A1, A2, A3 and A4). Antibisosis test showed 3 isolates between endophytic bacteria 
and fungal pathogen. The isolate with code A2 in Fusarium oxyporum  and 
Rhizoctonia solani show 100 % inhibition index, the isolate with code A3 on 
Fusarium oxyporum showed 100 % inhibition index, and the isolate with code A1 in 
Fusarium oxyporum showed 50 % inhibition index. The result of moleculer, 
identification showed that A2 has simikrity 97 % with Enterobacter asburei and A1 
has simikrity 98 % Enterobacter kobei. A3 has not identificated because of the 
sequensing contamination. 
 
Keywords: antibiosis, biocontrol, endophytic bacteria, fungus, potato 
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 BAB I 
 
PENDAHULUAN 
 
 
 
A. Latar Belakang 
 
        Indonesia adalah negara tropis yang kaya dengan flora dan fauna.Banyak 
jenis tumbuhan, merupakan sumber plasma nutfah yang tidak ternilai.Beberapa 
tahun terakhir ini penggalian sumber daya mikroba yang terdapat di dalam 
jaringan tanaman mulai banyak mendapat perhatian.Mikroba tersebut mulai 
dipelajari untuk berbagai tujuan.Mikroba endofit yang berasal dari rumput telah 
diaplikasikan untuk keperluan industri dan pertanian.Namun masih banyak 
mikroba endofit belum diketahui karakter dan potensinya (khususnya di 
Indonesia(Melliawati, 2006). 
  Bakteri endofit adalah organisme berukuran mikroskopis yang hidup di 
dalam jaringan tanaman (xylem dan floem), daun, akar, buah, dan batang. Bakteri  
ini hidup bersimbiosis saling menguntungkan, dalam hal ini bakteri endofit 
mendapatkan nutrisi dari hasil metabolisme tanaman dan memproteksi tanaman 
melawan herbivora, serangga, atau jaringan yang patogen sedangkan tanaman 
mendapatkan derivat nutrisi dan senyawa aktif yang diperlukan selama 
hidupnya(Radji, 2004). Bakteri endofit hidup di dalam jaringan tanaman inang  
tanpa menyebabkan gejala-gejala penyakit, masuk ke dalam jaringan tanaman 
umumnya melalui akar, namun bagian tanaman yang terpapar udara langsung 
seperti bunga, batang dan kotiledon, juga dapat menjadi jalur masuk bakteri 
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endofit. Mikroorganisme ini dapat hidup di dalam pembuluh vaskular atau di 
ruang intersel, akar, batang, daun dan buah.Bakteri endofit termasuk salah satu 
kelompok mikroba yang memegang peranan penting dalam reaksi ketahanan 
tanaman terhadap patogen, diantaranya sebagai agen pengendali hayati.Kelompok 
bakteri endofit ini pada umumnya berasal dari genus Pseudomonas, Bacillus, 
Enterobacter, dan Agrobacterium.(Desriani 2014). 
Jumlah bakteri endofit di dalam tanaman tidak dapat ditentukan secara 
pasti, namun bakteri ini dapat dideteksi dengan mengisolasi pada media 
agar.Bakteri endofit dapat bersifat obligat ataupun fakultatif dalam 
mengkolonisasi inangnya dan pada satu tanaman inang umumnya terdiri dari 
beberapa genus dan spesies.Meskipun bakteri ini memiliki kisaran inang yang 
luas, namun ada beberapa bakteri endofit yang hanya dapat berasosiasi dengan 
inang dari famili tertentu(Desriani, 2014).  
Beberapa bakteri endofit umumnya ditemukan pada tumbuhan tingkat 
tinggi. Bakteri ini mampu menghasilkan senyawa biologi atau metabolit sekunder 
yang diduga sebagai akibat koevolusi atau rekombinasi genetik dari tanaman 
inangnya. Bakteri endofit mempunyai arti ekonomis karena memiliki bahan 
bioaktif dan senyawa bermanfaat. Sebagai contoh Cryptocandin, antifungi yang 
dihasilkan oleh bakteri endofit Cryptosporiopsis quercina (Radji, 2005). 
    Bakteri endofit hidup intra seluler di dalam jaringan tanaman yang sehat. 
Bakteri endofit maupun rizobakteri lainnya merupakan bagian dari mikroflora 
alamiah dari tanaman yang sehat, dapat dikatakan sebagai kontributor penting 
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bagi kesehatan tanaman. Bakteri endofit dapat berpengaruh pada kesehatan 
tanaman dalam hal antagonisme langsung, menginduksi ketahanan sistematik dan 
meningkatkan toleransi tanaman terhadap tekanan lingkungan (Juwita 2010). 
Bakteri endofit menjadi perhatian utama sebagai agen 
biokontrol.Misalnya bakteri dari beberapa spesies tanaman, yang mendiami 
jaringan lokal interseluler maupun intraseluler.Karena tanaman memberikan 
perlindungan dan nutrisi, bakteri endofit dapat berkembang di bawah kondisi 
bersaing dan melindungi bagian dalam tanaman terhadap patogen (Juwita 2010). 
Bakteri endofit dapat menjadi sumber berbagai metabolit sekunder baru 
yang berpotensi untuk dikembangkan dalam bidang medis, pertanian dan industri. 
Menurut (Radji 2005) kemampuan bakteri endofit memproduksi senyawa 
metabolit sekunder sesuai dengan tanaman inangnya merupakan peluang yang 
sangat besar dan dapat diandalkan untuk memproduksi metabolit sekunder dari 
bakteri endofit yang diisolasi dari tanaman inangnya tersebut. 
Keanekaragaman  mikroba  endofit  dapat  dipelajari  melalui  
karakterisasi morfologis,  fisiologis  dan  biokimiawi.  Proses  karakterisasi  ini  
bersifat  terbatas dalam  mengungkap  keanekaragaman  mikrobia  karena  hanya  
melihat  karakterfenotipnya  saja.  Seiring  dengan  kemajuan  ilmu  biologi  
molekular, keanekaragaman  mikrobia  dapat  dipelajari  dengan  mengamati  
profil  16S  rDNA. Profil  16S  rDNA  ini  sangat  spesifik  untuk  setiap  
mikrobia  sehingga  dapatmembantu  untuk  identifikasi  mikrobia  dari  
lingkungan  karena  lebih  akurat  danlebih  cepat.  Oleh  sebab  itu,  untuk  
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mengungkap  keanekaragaman  bakteri  endofitdiperlukan tiga pendekatan ini 
(Wilson, 2014). 
 Allah Swt telah menciptakan berbagai macam jenis makhluk hidup, 
sedangkan pencarian dan pemanfaatannya tergantung dari manusia, isyarat 
adanya makhluk hidup yang lebih kecil telah difirmankan oleh Allah Swt dalam 
QS. al-Baqarah(2):26. 
                          
                     
    
 
Terjemahnya: 
 
“Sesungguhnya Allah tiada segan membuat perumpamaan berupa nyamuk atau 
yang lebih rendah dari itu. Adapun orang-orang yang beriman, maka mereka 
yakin bahwa perumpamaan itu benar dari Tuhan mereka, tetapi mereka yang kafir 
mengatakan: "Apakah maksud Allah menjadikan ini untuk perumpamaan?." 
Dengan perumpamaan itu banyak orang yang disesatkan Allah, dan dengan 
perumpamaan itu (pula) banyak orang yang diberi-Nya petunjuk.Dan tidak ada 
yang disesatkan Allah kecuali orang-orang yang fasik.” (Kementrian Agama RI, 
2010). 
 
Ibnu katsir menafsirkan bahwa kata (yang lebih rendah dari itu), 
menunjukkan bahwa Allah Swt kuasa untuk menciptakan apa saja, yaitu 
penciptaan apapun dengan obyek apa saja, baik yang besar maupun yang lebih 
kecil. Allah Swt  tidak pernah menganggap remeh sesuatu pun yang dia ciptakan 
meskipun hal itu kecil. Orang-orang yang beriman meyakini bahwa dalam 
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perumpamaan penciptaan yang dilakukan oleh Allah memiliki manfaat bagi 
kehidupan manusia (Ghoffar, 2004). 
 
B. Rumusan Masalah 
 
1. Bagaimana karakteristik isolat bakteri endofit yang diisolasi dari tanaman 
kentang (Solanum tuberosum) ? 
2. Bagaimana potensi isolat bakteri endofit sebagai biokontrol cendawan 
patogen? 
3. Bagaimana identitas bakteri endofit akar kentang yang menghambat sebagai 
agen biokontrol cendawan patogen? 
 
C. Ruang Lingkup Penelitian 
 
Spesimen yang digunakanadalah akar kentang (Solanum tuberosum) yang 
berasal dari Bantaeng dalam bentuk tanaman utuh. Bakteri diisolasi, Uji 
antibiosis secara in vitro dan Identifikasi molekuler. 
 
D. Kajian Pustaka / Penelitian Terdahulu 
 
1. Abdul Munif, Suryo Wiyono,dan Suwarno dari Institut Pertanian Bogor, 
telah melakukan penelitian isolasi Bakteri endofit di Balai Besar Penelitian 
Tanaman Padi, Subang.  pada penelitian tersebut yaitu Isolasi Bakteri Endofit 
Asal Padi Gogo dan Potensinya sebagai Agens Biokontrol dan Pemacu 
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Pertumbuhan.Lebih dari 200 isolat bakteri endofit berhasil diisolasi dan 
dikoleksi dari beberapa  varietas  tanaman  padi  gogo.  Isolat  tersebut  
diseleksi  untuk  melihat  kemampuan  antibiosisnya terhadap cendawan 
patogen secara in vitro dan memacu pertumbuhan tanaman. Hasil seleksi 
menunjukkan 41 isolat bakteri endofit menunjukkan reaksi antibiosis 
terhadap Rhizoctonia solanidan 25 isolat bakteri endofit  terhadap 
Pyricularia griseapada medium potato dextrose agar (PDA) serta 8 isolat 
bakteri endofit menunjukkan aktivitas antibiosis terhadap R. solani maupun 
P. grisea pada medium PDA maupun TSA. Hasil uji pemacu pertumbuhan 
menunjukkan 12 isolat bakteri endofit dapat memacu pertumbuhan akar dan 
tajuk tanaman padi. Hal ini mengindikasikan bahwa beberapa bakteri endofit 
asal padi gogo berpotensi sebagai agens biokontrol dan pemacu pertumbuhan 
tanaman. 
2. Penelitian Iffa Izza dari Universitas Sunan Kalijaga Yogyakarta dengan Judul 
Isolasi, Karakterisasi dan Identifikasi Bakteri Endofit dari Tanaman Mahkota 
Dewa (Phaleria macrocarpa) yang Berfotensi Sebagai Penghasil 
Antimikrobia yang diperoleh 28 isolat bakteri endofit dari Tanaman Mahkota 
Dewa (Phaleria macrocarpa) yaitu terdiri dari 14 isolat yang diisolasi dari 
daun, 8 isolat dari batang, dan 6 isolat dari akar. Isolat yang paling berpotensi 
menghasilkan antimikroba dengan diameter zona hambat > 20 mm adalah 
isolat IAc, IAd, IAe, IAf, IBc, IBe, IBh. Isolat IAc dan IAe diidentifikasi 
sebagai anggota genus Psedeumonas; Isolat IAd diidentifikasi sebagai 
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anggota genus Klebsiella; Isolat IAc, IAf, IBc, IBe diidentifikasi sebagai 
anggota genus Bacillus; dan Isolat IBh diidentifikasi sebagai anggota genus 
Enterobacter. 
3. Isolasi dan Karakterisasi Bakteri Endofit Dari Tanaman Binahong dan 
Ketepeng china dari Bogor Agriculture University Indonesia oleh Desriani 
dkk, Jumlah bakteri endofit yang berhasil diisolasi dari dua tanaman tersebut 
berjumlah 73 isolat (37 isolat dari Binahong dan 36 isolat dari Ketepeng 
Cina). Berdasarkan uji antibakteri terhadap tiga bakteri patogen diperoleh 16 
isolat bakteri endofit yang memiliki aktivitas potensial (ditandai dengan 
terbentuknya zona hambat), yaitu 1 isolat dari Ketepeng Cina terhadap  
Pseudomonas aeruginosa dan 15 isolat dari Binahong. Terbentuknya zona 
hambat mengindikasikan kemungkinan adanya senyawa kimia yang memiliki 
efek antibakteri. 
4. Uji Potensi Bakteri Kitinolitik Dalam Menghambat Pertumbuhan 
Rhizoctonia solani Penyebab Rebah Kecambah Pada Kentang Varietas 
Gronola oleh Dewi Novina, Dwi Suryanto, dan Elimasni dari Fakultas 
MIPA, Universitas Sumatera Utara. Dari  semua  isolat  bakteri  kitinolitik  
yang  diuji kemampuan  antagonistik  ada  dua  isolat  bakteri kitinolitik  
yang  memiliki  potensi  paling  besar menurunkan  persentase  serangan  R.  
solani pada tanaman kentang yaitu  Bacillussp. BK13 sebesar 37,5%  dan  
Enterobacter sp.  BK15  sebesar 31,25%. 
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Penurunan jumlah tertinggi kecambah yang rebah adalah  pada  perlakuan  
BK13  ini  menunjukkan bahwa  adanya  mekanisme  antagonis  terhadap  
R.solani pada  bibit  kentang,  bakteri  menghasilkan enzim  kitinase  yang  
dapat  menghambat pertumbuhan  R.  solani sehingga  dapat menurunkan  
persentase  tanaman  terserang. Penurunan  rebah  kecambah   pada  cabai  
akibat serangan  Fusarium  dengan  perlakuan  bakteri kitinolitik  oleh  BK08  
yaitu  sebesar  60,71%  dan BK09 sebesar 47,5%. Adanya variasi 
kemampuan menghambat  pertumbuhan  jamur  uji, menunjukkan  bahwa  
spesifisitas  masing-masing bakteri berbeda. 
5. Pada penelitian Ninik sunarmi dari Fakultas Sains dan Teknologi jurusan 
Biologi yang berjudul isolasi dan Identifikasi Jamur Endofit dari Akar 
Tanaman Kentang sebagai Anti Jamur (Fusarium sp, Phytoptora infestans) 
dan Anti Bakteri (Ralstonia solanacaerum). Berdasarkan hasil penelitian 
yang telah dilakukan, diperoleh kesimpulan sebagai berikut: Ada 3 isolat 
jamur endofit yang berhasil diisolasi dari akar tanaman kentang (Solanum 
tuberosumL) jenis Granola vietnam yaitu Penicilliumsp, Aspergillussp dan 
Hoemiscium sp. Hasil uji aktivitas metabolit sekunder dari akar tanaman 
kentang (Solanum tuberosum) yang paling berpotensi dalam menghambat 
jamur Fusarium sp, Phytoptora infestansdan bakteri Ralstonia 
solanacaerumadalah jamur Penicilliumsp sedangkan pada jamur 
Aspergillussp dan Hoemiscium sp memiliki potensi yang kecil dalam 
menghambat jamur uji tersebut. 
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6. Pengendalian Hayati Penyakit Layu Fusarium Pisang (Fusarium Oxyforum 
f.sp.cubense) dengan Tricoderma sp yang diteliti oleh Albertus Sudirman, 
Cristianti sumardiyono dan Siti Muslimah Widyastuti. Hasil pengamatan 
menunjukkan adanya pola in-teraksi antagonisme antara Trichodermasp.  
Perkembangan  koloni  Foc  mulai  terhenti empat hari setelah 
persinggungan.peristiwa penekanan ter-hadap populasi patogen oleh jamur 
antagonis telah diketahui yaitu terjadinya mikoparasitisme, yang di-dahului 
dengan peristiw lisisnya dinding sel pato-gen oleh enzim kitinase dan ß-(1-3) 
glukanase. 
7. Identifikasi Cendawan Patogen Pada Tanaman Cabai Besar (Capsicum 
Annum L.) Dengan Teknik PCR (Polymerase Chain Reaction) oleh Fitriani  
S.Si dari Jurusan Sains Biologi Fakultas Sains dan Teknologi UIN Alauddin 
Makassar, dari hasil penelitian tersebut sebanyak tiga sampel  isolat 
cendawan patogen kelas Deuteromycetes (BT) cendawan Fusarium oxyforum 
dengan kemiripan DNA 97% kode akses KP326577.1, (DA) cendawan 
Fusarium sp. Kemiripan DNA 97% KJ361490.1, dan (BU) cendawan 
Colletorium capsici. Kemiripan DNA 99% kode akses JF694037.1), dan satu 
sampel isolate cendawan patogen kelas Agaricomycetes (AK) cendawan 
Rhizoctonia solani  kemiripan DNA 95% kode akses JN859316.1. Hanya 3 
spesies cendawan yang dapat teridentifikasi sampai tingkat spesies yaitu 
kode sampel AK, BT dan BU, sedangkan kode sampel DA hanya sampai 
tingkat genus berdasarkan analisis program BLAST dengan memanfaatkan 
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informasi dari GenBank. Keempat kelas cendawan tersebut telah dilaporkan 
sebagai patogen tanaman, endofit, dan saprob yang hidup pada sisa-sisa 
tanaman atau di dalam tanah. 
8. Keragaman Bakteri Endofit Pada Kultifar Nanas (Ananas comosus (L.) 
Simadu Dan Biasa Di Kabupaten Subang oleh penelitian Indri 
Rahmithasuci,Topik Hidayat, Widi PurwianingsihJurusan Pendidikan 
Biologi, FPMIPA UPI dengan Hasil pengamatan keragaman bakteri endofit 
pada kultivar nanas Simadu dan Biasa menunjukkan terdapat sembilan genus 
bakteri yang berbeda. Genus bakteri yang diduga sama-sama ditemukan pada 
kedua kultivar nanas (Simadu dan Biasa) antara lain Bacillus, Pseudomonas, 
Enterobacter, Pediococcus, dan Acetobacter. Diduga terdapat bakteri 
spesifik yang hanya ditemukan pada salah satu kultivar nanas saja. Pada 
kultivar Simadu ditemukan genus yang diduga Acinetobacter, Lactobacillus, 
dan Gluconobacter, yang mana bakteri tersebut tidak ditemukan pada 
kultivar Biasa. Sedangkan pada kultivar Biasa ditemukan genus yang diduga 
Micrococcus yang tidak ditemukan pada kultivar Simadu. Dilihat dari hasil 
uji organoleptik menunjukkan bahwa nanas Simadu lebih disukai oleh 
masyarakat dan mempunyai nilai yang lebih unggul dari karakteristik rasa, 
aromawarna dan tekstur, dimana rasa Simadu lebih manis, aromanya lebih 
kuat, warnanya lebih kuat, dan teksturnya lebih halus dibandingkan dengan 
nanas Biasa. 
11 
 
9. Isolasi Dan Identifikasi Molekuler Bakteri Endofit Tanaman Sarang Semut 
(Myrmecodia pendans) oleh Asrianti Basri dari Mahasiswi Universitas Islam 
Negeri Alauddin Makassar, Hasil yang disimpulkan dari penelitian tersebut 
Bakteri endofit yang diisolasi dari tanaman Sarang  Semut (Myrmecodia 
pendans) menghasilkan 3 isolat yaitu isolat   E1,  E2  dan  E3.Adapun hasil 
dari identifikasi molekuler isolat  E1  dan  E2  adalah bakteri  Bacillus sp dan 
Isolat E3 adalah bakteri Bacillus pumilus.  
 
E. Tujuan Penelitian 
1. Untuk mengetahui karakteristik isolat bakteri endofit yang diisolasi dari 
tanaman kentang (Solanum tuberosum). 
2. Untuk mengetahui potensi isolat bakteri endofit sebagai biokontrol cendawan 
patogen. 
3. Untuk mengetahui identitas bakteri endofit akar kentang yang menghambat 
sebagai agen biokontrol cendawan patogen. 
F. Kegunaan Penelitian 
  Adapun manfaat/kegunaan dalam penelitian ini yaitu: 
1. Memberikan informasi dan wawasan terhadap pengembangan ilmu 
pengetahuan biologi dan khususnya mata kuliah mikrobiologi. 
2. Bakteri endofit dapat digunakan sebagai bahan alternatif pemupukan, sehingga 
hasil produksi tanaman kentang meningkat. 
3. Dapat dijadikan sebagai sumber informasi bagi penelitian selanjutnya 
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BAB II 
 
 
TINJAUAN TEORITIS 
 
 
 
A. Ayat yang Relevan 
      Allah Swt berfirman QS.An-Nuur ayat 45 
                     
                 
Terjemahnya:  
“Dan Allah Telah menciptakan semua jenis hewan dari air, Maka sebagian dari 
hewan itu ada yang berjalan di atas perutnya dan sebagian berjalan dengan dua 
kaki sedang sebagian (yang lain) berjalan dengan empat kaki. Allah menciptakan 
apa yang dikehendaki-Nya, Sesungguhnya Allah Maha Kuasa atas segala sesuatu.” 
(Kementrian Agama RI, 2010). 
 
             Dalam Tafsir Al-Mishbah Setelah menguraikan tanda-tanda kekuasaan 
Allah di langit dan bumi serta limpahkan karunia-Nya melalui ciptaan dan 
pengaturan-Nya itu, kini ayat di atas beralih ke mahluk hidup melata di bumi. Ayat 
di atas menegaskan bahwa: Dan di samping bukti-bukti kekuasaan dan limpahan 
anugerah-Nya yang telah d kemukakan sebelum ini, Allah juga telah menciptakan 
semua jenis hewan dari air yang memancar sebagaimana Dia menciptakan 
tumbuhan dari air yang tercurah. Lalu Allah menjadikan hewan-hewan ini 
beraneka jenis, potensi dan fungsi, maka sebagaian dari mereka yakni hewan itu 
ada yang sebagaian berjalan di atas perutnya seperti buaya, ular, dan hewan 
melata lainnya dan sebagaian berjalan dengan dua kaki seperti manusia, burung, 
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sedang sebagian berjalan dengan empat kaki seperti sapi, kambing, dan lain-lain, 
dan ada juga berjalan dengan menggunakan lebih dari empat kaki, seperti 
kalajengking, laba-laba dan lain-lain. Memang Allah Maha Kuasa lagi Maha 
Bijaksana karena itu Allah secara terus menerus menciptakan apadan dengan cara 
serta bahan yang di kehendaki-Nya, sebagai bukti kekuasaan-Nya sesungguhnya 
Allah Maha Kuasa atas segala sesuatu (Shihab, 2002). 
Allah Swt berfirman QS. Al –Baqarah ayat 29 
                          
   
Terjemahnya:  
“Dia-lah Allah, yang menjadikan segala yang ada di bumi untuk kamu dan dia 
berkehendak (menciptakan) langit, lalu dijadikan-Nya tujuh langit.dan dia Maha 
mengetahui segala sesuatu.” (Kementrian Agama RI, 2010). 
 
 Dalam Tafsir Al-Mishbah menjelaskan: Dia-lah (Allah), yang menciptakan 
segala yang ada di bumi untuk kamu pahami sebagai petunjuk bahwa bahwa pada 
dasarnya segala yang terbentang di bumi ini dapat digunakan oleh manusia, 
kecuali jika ada dalil yang melarangnya. Karena itu pula lanjutan ayat itu 
menyatakan “lalu dijadikan-Nya” bahwa langit itu dijadikan-Nya dalam bentuk 
sebaik mungkin, tanpa sedikit aib atau kekurangan pun. Bagaimana kalian akan 
kafir, padahal Allah bukan hanya menghidupkan kamu, tetapi juga menyiapkan 
sarana kehidupan di dunia, Dia yang menciptakan untuk kamu apa yang ada 
dibumi semua yang kamu butuhkan untuk kelangsungan dan kenyamanan hidup 
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kamu terhampar dan itu adalah bentuk keMahakuasaann-Nya. Yang kuasa 
melakukan itu pasti bisa menghidupkan yang mati. Kata “Kemudian” dalam ayat 
ini bukan berarti selang masa, tetapi dalam arti peringkat yakni peringkat sesuatu 
yang disebut sesudahnya yaitu langit dan apa yang ditampungnya lebih agung, 
indah dan misterius dari pada bumi. Maka Allah menyempurnakan mereka 
menjadi tujuh langit dan menetapkan hukum-hukum yang mengatur perjalanan 
masing-masing. Serta menyiapkan sarana yang sesuai bagi yang berada disana, apa 
atau apapun itu semua diciptakan-Nya dalam keadaan sempurna dan amat teliti 
(Shihab, 2002). 
Penyakit yang terdapat pada tanaman merupakan bagian dari hukum alam 
yang tidak dapat dihindari, karena seperti halnya makhluk lainnya tentunya Allah 
Swt menciptakan ciptaan-Nya dengan ketentuan-ketentuan yang telah diaturNya. 
Tidak terlepas manusia sebagai makhluk yang memiliki keterbatasan dan sosial 
yang tinggi tentunya juga tidak akan lepas dengan takdir Allah Swt yang wajib 
kita terima dan kita imani, tetapi kita sebagai manusia wajib berusaha agar tetap 
dalam keadaan sehat wal’afiat.  
Usaha untuk menjaga tubuh tetap sehat dan jauh dari segala macam 
penyakit yaitu dengan cara pemeliharaan kesehatan dan pencegahan penyakit. 
Allah Swt menciptakan sesuatu yang ada di bumi ini dengan berpasang-pasangan, 
contohnya adalah penciptaan seorang laki-laki dan perempuan, hujan dan panas 
serta penyakit dengan obat. Terkait penyakit yang terdapat pada tumbuh-tumbuhan 
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tentunya juga tak akan jauh berbeda dengan mahluk hidup lainnya. Perbedaan itu 
hanya terletak pada sifat yang melekat pada keduanya. 
  Manusia memiliki sifat aktif bergerak dengan segala potensi akal yang 
dimilikinya, sedangkan tumbuhan memiliki sifat pasif yang tentunya 
membutuhkan perantara dalam segala hal, seperti jika terdapat penyakit yang 
berada ditanaman maka manusia diharapkan mampu untuk memeliharanya dengan 
baik. Hal ini demi terwujudnya keseimbangan alam yang lebih baik sehingga ini 
sesuai dengan sunnatullah, karena tidak ada satu penyakit apapun yang tak dapat 
disembuhkan dengan perantara dan izin Allah Swt, dan Allah Swt tidak akan 
menurunkan penyakit melainkan menurunkan pula (obat) penyembuh bagi 
penyakit tersebut. 
B. Tinjauan Umum Bakteri Endofit 
   Bakteri endofit adalah organisme berukuran mikroskopis yang hidup 
di dalam jaringan tanaman (xylem dan floem), daun, akar, buah, dan batang. 
Bakteri  ini hidup bersimbiosis saling menguntungkan, dalam hal ini bakteri 
endofit mendapatkan nutrisi dari hasil metabolisme tanaman dan memproteksi 
tanaman melawan herbivora, serangga, atau jaringan yang patogen sedangkan 
tanaman mendapatkan derivat nutrisi dan senyawa aktif yang diperlukan selama 
hidupnya(Radji, 2004). 
   Bakteri dan fungi adalah jenis mikroba yang umum di temukan 
sebagai mikroba endofit, akan tetapi yang banyak di isolasi adalah golongan fungi. 
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Hubungan antara mikroba endofit dan inanganya dapat berbentuk simbiosis 
mutualisme sampai hubungan yang patogenik (Simarmata et al. 2007). 
   Hubungan simbiosis mutualisme ditandai dengan hubungan yang 
saling menguntungkan antara mikroba endofit dan tumbuhan inangnya.Mikroba 
endofit dapat melindungi tumbuhan inang dari serangan patogen dan senyawa 
yang dikeluarkan oleh mikroba endofit.Senyawa yang dikeluarkan mikroba endofit 
berupa senyawa metabolit sekunder yang merupakan senyawa bioaktif dan dapat 
berfungsi untuk membunuh patogen.Tumbuhan inang menyediakan nutrisi yang 
dibutuhkan oleh mikroba endofit untuk melengkapi siklus hidupnya 
(Prihatiningtias, 2006). 
   Mikroorganisme endofit merupakan bagian dari mikroflora alamiah 
dari tanaman yang sehat dilapangan, mikroba ini sebagai konstributor penting bagi 
kesehatan tanaman, telah diketahui pula bahwa dapat berpengaruh pada kesehatan 
tanaman dan kesuburan tanaman dalam hal yang merusak tanaman. Karena sifat-
sifat tersebut bakteri endofit telah terbukti dapat dimanfaatkan sebagai pengandali 
penyakit tanaman dan serangan dari hama yang menyebabkan tanaman rusak 
(Simarmata et al. 2007). 
   Dilihat dari hubungan tersebut mikroba endofit berpotensi untuk 
digunakan pada pengobatan modern, pertanian, dan industri.Bakteri ini adalah 
mikroba paling umum membentuk koloni pada jaringan tanaman yang disebut 
mikroba endofit (Stobel, 2003).Bakteri endofit umumnya tidak terdapat di organ 
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tumbuhan yang spesifik namun kebanyakan spesies bakteri endofit di isolasi pada 
bagian batang dan daun (Priharta Dias, 2008). 
C. Tinjauan Umum Tanaman Kentang (Solanum tuberosum L) 
 
             Kentang (Solanum tuberusum L) termasuk kedalam jenis tanaman sayuran 
berumuran pendek, dan berbentuk perdu atau semak.Tanaman budidaya ini 
berumur pendek, yaitu sekitar 90-180 hari dan hanya sekali berproduksi dalam satu 
masa pembudidayaannya (Sunarmi 2010). Oleh karenanya dalam 
pembudidayaannya diperlukan tanah yang sangat bagus dan agak gembur, hal ini 
juga sangat penting dalam membantu dan menjaga keseimbangan ekosistem, 
karena tanah merupakan media yang tidak dapat digantikan dalam menjaga 
kualitas hasil dari kentang itu sendiri atautanaman-tanaman lain.  
Kentang merupakan bahan pangan yang sudah popular di dunia dan 
semakin meningkat permintaanya di Indonesia. Peningkatan ini untuk mencukupi 
kebutuhan makanan pokok maupun sebagai bahan baku industri makanan namun 
selama ini produksi dan produktivitas kentang Indonesia masih rendah. Secara 
bertahap dan berkesinambungan penelitian intensif terhadap komoditas kentang 
mendapat perhatian dan prioritas. Pengembangan agribisnis kentang diprioritaskan 
antara lain di provinsi Jawa Barat, Jawa Timur, Jawa Tengah, Sumatra Utara, 
Sumatra Barat dan Sulawei Selatan (Susiana dkk, 2004). 
Sebagai bahan makanan, kentang diketahui memiliki kandungan gizi 
yang tinggi. Kentang mengandung  karbohidrat, protein, asam amino essensial, dan 
vitamin yang lengkap. Protein dalam kentang mengandung asam amino yang 
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seimbang sehingga sangat baik untuk kesehatan manusia.Selain itu kandungan 
vitamin dalam kentang jauh lebih tinggi dibandingkan tanaman lainnya, seperti 
padi, gandum, dan jagung. 
       Tanaman kentang (Solanum tuberosum) merupakan tanaman umbi-
umbianbernilai ekonomis tinggi dan memberikan keuntungan lebih untuk petani 
karena harga umbi yang relatif stabil serta umbi kentang dapat disimpang lebih 
lama dari pada sayuran lainnya. 
 Provinsi Sulawesi Selatan dan Tenggara merupakan wilayah potensial 
untuk perluasan areal pertanian di Indonesia, namun hal tersebut seringkali 
menghadapi kendala berupa lahan ultisol, yang mendominasi kedua wilayah 
tersebut. Tanah ultisol dicirikan oleh: miskin unsur hara, aktivitas mikroba rendah 
dan bersifat masam. masalah cendawan patogen tular tanah Fusarium oxysporum, 
Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii dan Phytophthora sp. 
         Rendahnya produktivitas kentang di Indonesia disebabkan oleh, 
kurangnya ketersediaan bibit yang bermutu dan bersertifikat, serta serangan 
organisme pengganggu tanaman.Salah satu penyakit pada kentang adalah 
penyakit layu yang disebabkan bakteri Ralstonia solanacearumdan cendawan 
Fusarium oxysporum. Infeksi patogen ini dilaporkan dapat menyebabkan 
kerugian besar pada berbagai sentra produksi dan ancaman pada daerah target 
pengembangan di Indonesia. 
      Adapun morfologi tanaman kentang dapat dilihat pada gambar 1.1 di 
bawah ini: 
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Gambar 2.1.Morfologi Tanaman Kentang (Amaranthus, 2001) 
   Semua bagian tanamannya mengandung racun solanin.Begitu pula 
umbinya, yaitu ketika sedang memasuki masa bertunas. Namun, bila telah berusia 
tua atau siap dipanen, racun ini akan berkurang bahkan bisa hilang, sehingga 
aman untuk dikonsumsi (Setiadi dan Suryadi, 2007).  
1. Klasifikasi 
  Menurut (Rukmana, 1997),  klasifikasi tanaman kentang adalah 
sebagai berikut:  
 Kingdom  : Plantae  
   Filum   : Spermatophyta   
   Kelas   : Dicotyledonae  
   Ordo   : Solanales  
   Famili   : Solanaceae 
   Genus   : Solanum  
   Spesies  : Solanum tuberosumL.  
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2. Syarat Tumbuh 
           Tanaman kentang tumbuh pada tanah yang subur, gembur dan banyak 
mengandung bahan organik dan drainase yang baik dengan pH 5-6,5. Jenis tanah 
yang paling baik adalah andosol, namun baik pula tanaman lempung yang 
mengandung pasir, seperti latosol, aluvial dan grumosol, bila diikuti dengan 
pemberian pupuk organik dan pengapuran pupuk yang memadai, maka tanaman 
kentang dapat tumbuh dengan baik (Rukmana, 1997).  
  Faktor lingkungan yang dijadikansyarat tumbuh tanaman kentang adalah:  
 a.  Iklim 
  Sesuai dengan pembawaan serta sifat aslinya, tanaman kentang 
tumbuh pada daerah berhawa dingin. Pada perkembangan selanjutnya, kentang 
disebarluaskan kedaerah lain dan ternyata bisa tumbuh dan beradaptasi 
didaerah-daerah beriklim sedang (subtropis). Kemudian, meluas lagi kedaerah 
tropis yang memiliki dua musim, seperti Indonesia daerah-daerah garis 
khatulistiwa. Kentang yang dapat tumbuh didaerah tropis tetap saja 
membutuhkan daerah yang berhawa dingin atau sejuk.Suhu udara yang ideal 
untuk kentang berkisar antara 15-18°C pada malam hari dan 24-30 °C pada 
siang hari.Menyimpulkan bahwa kentang dapat tumbuh subur ditempat yang 
cukup tinggi, seperti daerah pegunungan dengan ketinggian sekitar 500 hingga 
3000 meter dpl. Namun tempat yang ideal adalah berkisar  antara 1000-1300 m 
dpl. Kentang yang ditanam diketinggian kurang dari 1000 m dpl biasanya 
kecil, seperti kentang yang ditanam di Batu yang hanya mempunyai ketinggian 
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sekitar 800 m dpl.Curah hujan juga berpengaruh terhadap tanaman kentang. 
Curah hujan yang tepat adalah bila besarnya kira-kira 1500 mm 
pertahun.Selain suhu, ketinggian tempat dan curah hujan, angin ternyata juga 
berpengaruh terhadap tanaman kentang.Angin terlalu kencang kurang baik 
bagi tumbuhan berumbi, sebab dapat merusak tanaman, mempercepat 
penularan penyakit, dan faktor penyebab bibit penyakit mudah menyebar 
(Setiadi dan Fitria, 1993). 
b.  Keadaan tanah  
  Tanah yang paling baik untuk kentang adalah tanah yang gembur atau 
sedikit mengandung pasir,hal ini agar air mudah meresap dan mengandung 
humus yang tinggi. Kelembaban tanah yang cocok untuk umbi kentang adalah 
70%.Kelembaban tanah yang lebih dari 70 % menyebabkan kentang mudah 
mengalami busuk batang dan akar.Derajat keasaman tanah (pH tanah) yang 
sesuai untuk kentang bervariasi, tergantung dari varietasnya. Misalnya kentang 
french fires cocok ditanam ditanah dengan pH 7,0 sedangkan kentang lokal 
dapat tumbuh baik pada pH 5,0-5,5 (Setiadi dan Fitria, 1993).  
 c. Kandungan Gizi Umbi Tanaman Kentang  
  Sebagai bahan makanan umbi kentang memiliki kandungan gizi yang 
tinggi.Kentang mengandung karbohidrat, protein, asam amino essensial dan 
vitamin yang lengkap.Perbandingan protein dan karbohidrat pada tanaman 
kentang lebih tinggi daripadatanaman serealia maupun tanaman umbi yang 
lainnya.Protein dalam kentang mengandung asam amino yang seimbang 
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sehingga sangat baik untuk kesehatan manusia.Selain itu kandungan vitamin 
dalam kentang jauh lebih tinggi dibandingkan dengan tanaman lainnya seperti 
padi, gandum dan jagung. 
3. Penyakit pada kentang 
Penyakit yang sering menyerang tanaman kentang adalah sebagai berikut:  
a.  Penyakit busuk daun  
Penyakit ini disebabkan oleh jamur Phytopthorainfestans, pada mulanya 
jamur ini timbul sebagai bercak-bercak kecil berwarna hijau kelabu dan agak 
basah hingga warnanya berubah menjadi coklat sampai hitam dengan bagian tepi 
berwarna putih yang merupakan sporangium dan kemudian daun membusuk atau 
mati.  
b.  Penyakit layu bakteri  
Penyakit ini disebabkan oleh bakteri Ralstonia solanacerum, bakteri ini 
mula-mula menyerang daun muda pada pucuk tanaman layu dan tua dan daun 
bagian bawah menguning. 
c.  Penyakit busuk umbi  
Penyakit ini disebabkan oleh jamur Colleotrichum coccodes.Gejalanya 
daun menguning dan menggulung, lalu layu dan kering.Bagian tanaman yang 
berada dalam tanah terdapat bercak-bercak berwarna coklat. Infeksi 
akanmenyebabkan akar dan umbi muda busuk.  
d.  Penyakit Fusarium  
 Penyakit ini disebabkan oleh jamur Fusarium sp. Gejala yang timbul 
adalah busuk umbi yang menyebabkan tanaman layu.Penyakit ini juga menyerang 
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kentang di gudang penyimpanan.Infeksi masuk melalui luka- luka yang 
disebabkan nematoda atau faktor mekanis. 
D. Cendawan Patogen 
       Fungi dalam bahasa Indonesia disebut cendawan. Ciri-ciri cendawan 
secara umum ialah makhluk hidup eukariotik, heterotrofik (tidak memiliki 
klorofil), memperoleh nutrisi melalui absorbsi dan energi simpanannya berupa 
glikogen. Cendawan mempunyai struktur somatik bersel satu atau banyak 
(multiseluler), kebanyakan berupa hifa dengan komponen utama dinding selnya 
ialah zat kitin, serta berkembang biak secara seksual dan aseksual dengan 
membentuk spora. Dalam definisi ini, cendawan mencakup jamur, kapang, dan 
khamir. Jamur (mushroom) ialah cendawan yang tubuh buahnya berukuran besar 
dan sebaliknya kapang (moulds) ialah cendawan yang berukuran renik. Khamir 
(yeast) ialah cendawan bersel tunggal.Cendawan bukanlah tumbuhan atau 
hewan.Cendawan tidak memiliki klorofil seperti tumbuhan sehingga tidak dapat 
melakukan fotosintesis dan menyimpan karbohidratnya dalam bentuk glikogen 
bukan pati seperti pada tumbuhan.Cendawan tidak menelan dan mengunyah 
makanan seperti pada hewan, melainkan merombak makanannya di luar tubuh 
secara enzimatik dan diserap melalui hifa.Cendawan termasuk makhluk hidup 
eukariotik karena sudah memiliki inti sel yang terbungkus membran.Hidupnya 
bersifat heterotrof dengan menggunakan bahan organik yang sudah 
tersedia.Bahan organik yang digunakan dapat berupa bahan organik mati 
(saprotrof) atau bahan organik hidup (simbiosis).Cendawan yang melakukan 
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simbioisis antagonistik dapat menyebabkan penyakit parasitik yang merugikan 
makhluk hidup inangnya.Sebaliknya, cendawan yang membentuk simbiosis 
mutualistik menguntungkan baik inang maupun cendawannya itu sendiri.Inang 
untuk cendawan ialah tumbuhan, hewan, dan mikroorganisme termasuk 
cendawan. 
1. Rhizoctonia solani 
  Cendawan Rhizoctonia solani merupakan patogen tular tanah yang 
bertahan dalam tanahdalam bentuk sklerotium dan miselium, terutama pada 
tanah-tanah yang banyak mengandung bahan organik dan mempunyai kisaran 
inang yang luas. Di beberapa sentra produksi jagung dan sorgum, penyakit busuk 
pelepahmenyebar merata, terutama jika ditanam pada musim hujan. Cendawan ini 
tidak menghasilkan spora, olehkarena itu identifikasi dilakukan berdasarkan 
karakteristikhifanya.Cendawan Rhizoctonia solani dibedakan menjadi 
duakelompok spesies, yaitu binukleat (kelompok spesiesyang memiliki dua inti di 
dalam sel hifanya) dan multinukleat (spesies lain yang memiliki lebih dari duainti 
dalam sel hifanya). Perkembangan cendawan Rhizoctonia solanidapat melalui fusi 
dua hifa yang cocok (compatible). Terjadinya hubungan antara satu hifa dengan 
hifa yanglain memungkinkan terjadinya perpindahan inti, dan peristiwa tersebut 
dinamakan anastomosis. Oleh karena itu, identifikasi Rhizoctonia solani 
dilakukan berdasarkan kelompok anastomosisnya atau dikenal dengan 
Anastomosis Grouping(AG) (soenartiningsih, 2015). 
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  Rhizoctonia solani mempunyai sklerotium berwarna cokelat, tidak 
berkulit, bentuknya tidak teratur, pipih, biasanya terletak pada permukaan 
tumbuhan inang dan dihubungkan oleh benang-benang miselum berwarna cokelat 
Rhizoctonia solani merupakan jamur polifag dan umum terdapat dalam tanah. 
Biasanya jamur menyerang tumbuhan yang masih muda, menyebabkan penyakit 
rebah semai (damping-off), antara lain jamur menyerang padi, kacang hijau, 
kacang panjang, jeruk mangga dan kina (Semangun, 2006). 
    
   Gambar 2.2.(KoloniRhizoctonia solani) dan Morfologi Rhizoctonia 
solanisecara mikroskopis (Sumartini, 2011). 
Klasifikasi cendawan Rhizoctonia solani 
    Kingdom  : Fungi 
   Filum   : Basidiomycota 
              Kelas   : Agaricomycetes 
   Ordo   : Cantharellales 
   Famili    : Ceratobasidiaceae 
   Genus   : Rhizoctonia 
   Spesies  :Rhizoctonia solani 
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2.  Fusarium oxyporum 
Morfologi dari Fusarium oxyporum yaitu memiliki struktur yang terdiridari 
mikronidia dan makronidia.Permukaan koloninya berwarna ungu, tepinya bergerigi, 
permukaannya kasar berserabut dan bergelombang.Di alam, jamur ini membentuk 
konidium (Shohihatud, 2010). 
Daur hidup cendawanFusarium oxyporumdalam menginfeksi tanaman 
berawaldari benih yang yang ditumbuhi jamur tersebut, kemudian menjalar ke dalam 
tanaman, selanjutnya tanaman menjadi layu dan berwarna coklat kehitam-
hitaman.Hal ini disebabkan karena permeabilitas membran terganggu sehingga 
pergerakan air terhambat yang mengakibatkan kematian tanaman. 
Di Indonesia penyakit layu sudah lama di kenal.Tetapi pada umumnya orang 
menduga bahwa penyakit ini hanya satu macam yaitu yang disebabkan oleh bakteri 
(Pseudemonas solanacearum). Bahkan dalam laporan-laporan lama, penyakit layu 
selalu disebut sebagai “penyakit bakteri”.Gejala awal dari penyakit ini adalah 
pucatnya tulang-tulang daun, terutama daun-daun atas, kemudian diikuti dengan 
menggulungnya daun yang lebih tua (epinasti) karena merunduknya tangkai daun, 
dan akhirnya tanaman menjadi layu secara keseluruhan (Semangun, 2006). 
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Gambar 2.3.(KoloniFusarium oxyporum) 
 
 A   b   c 
Gambar 2.4 : Morfologi Fusarium oxysporum secara mikroskopis (a. 
chlamidospora, b. microspora, c. macrospora) (Sumber: Toussoun, T.A., and Nelson, 
P.E, 1976). 
 
Menurut Semangun (2006), bahwa klasifikasi dari cendawan ini adalah 
sebagai berikut: 
Kingdom  : Fungi 
Filum  : Eumycota 
Kelas   : Hypomycetes 
Ordo   : Moniliales 
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Famili   : Tuberculariaceae 
Genus   : Fusarium 
Spesies  : Fusarium oxyporum 
E. Teori Umum Identifikasi Molekuler 
   Identifikasi mikroorganisme merupakan salah satu tahapan yang 
penting dalam bioprospeksi.Perkembangan identifikasi mikroba diawali dengan 
identifikasi melalui ciri-ciri morfologi, fisiologi, dan metabolisme.Namun adanya 
kekurangan-kekurangan metode ini yaitu berupa ketidakakuratan dan waktu 
identifikasi yang lama menjadikan metode secara molekuler lebih berkembang. 
Pada bakteri, 16S ribosom deoxyribonucleic acid (rDNA) mempunyai daerah 
sekuen yang konservatif sehingga dapat digunakan untuk menduga hubungan 
kekerabatan secara alami  antar  spesies. Tahapan identifikasi dengan metode 
molekuler meliputi ekstraksi deoxyribonucleic acid (DNA), amplifikasi DNA, 
sekuensing, analisis hasil sekuen. 
1. Ekstraksi DNA  
   Ekstraksi atau isolasi asam nukleat adalah salah satu teknik dasar yang 
harus dikuasai dalam mempelajari teknik biologi molekular.Tujuan dari ekstraksi 
atau isolasi asam nukleat adalah membuang dan memisahkan asam nukleat dari 
komponen sel lainnya (protein, karbohidrat, lemak, dll) sehingga asam nukleat 
yang diperoleh dapat dianalisis dan atau dimodifikasi lebih lanjut dengan teknik 
biologi molekular lainnya.(Alves 2001). 
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2. Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 Polymerase Chain Reaction (PCR)  merupakan  suatu  teknik  yang  
didalamnya  melibatkan  beberapa  tahap yang berulang (siklus). Disetiap siklus 
terjadi  duplikasi jumlah target DNA untai ganda  atau  perbanyakan  DNA.  Pada  
untai  (unamplified  DNA)  akan  dipisahkan dengan  denaturasi  ternal  dan  
kemudian  didinginkan  sampai  pada  suhu  tertentu dalam kurung waktu untuk 
bisa melakukan penempelan primer (anneal primers) pada  daerah  tertentu  dari  
target  DNA.  Polimerase  DNA  digunakan  untuk memperpanjang primer  
dengan adanya dNTPs  (deoxynucleotide triphosphates) yang merupakan 
campuran yang terdiri atas dATP (deoksiadenosin trifosfat),  dCTP  (deoksisitidin  
trifosfat),  dGTP  (deoksiguanosin  trifosfat)    dan dTTP  (deoksitimidin  
trifosfat))  dan  buffer  yang  sesuai.  Umumnya  keadaan  ini dilakukan  antara  
20-40  siklus.  Target  DNA  yang  diinginkan  (short  ”target” product)  akan  
meningkat  secara  eksponensial  setelah  siklus  keempat  dan  DNA non-target  
(long  product)  akan  meningkat  secara  linier. 
    Proses PCR melibatkan tiga tahap siklus temperatur yang berurutan 
yaitu denaturasi DNA  (94  –  95°C),  annealing  (penempelan)  pasangan  primer  
pada  untai  ganda DNA target (50 – 60°C) dan pemanjangan (72°C). adapun  tiga 
tahapan penting dalam Proses PCR: 
1. Denaturasi 
Di  dalam  proses  PCR,  denaturasi  awal  dilakukan  sebelum  enzim  taq 
polimerase ditambahkan ke dalam tabung reaksi.  Denaturasi DNA merupakan 
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proses pembukaan DNA untai ganda menjadi DNA untai tunggal. Ini biasanya 
berlangsung  sekitar  3  menit,  untuk  meyakinkan  bahwa  molekul  DNA 
terdenaturasi  menjadi  DNA  untai  tunggal.  Denaturasi  yang  tidak  lengkap 
mengakibatkan  DNA  mengalami  renaturasi  (membentuk  DNA  untai  ganda 
lagi) secara cepat, dan ini mengakibatkan gagalnya proses PCR. Adapun waktu 
denaturasi yang terlalu lama dapat mengurangi aktifitas enzim Taq 
polymerase.Aktifitas enzim tersebut mempunyai waktu paruh lebih dari 2  jam, 40 
menit, 5 menit masing-masing pada suhu 92,5; 95 dan 97,5°C. 
2. Annealing (penempelan primer) 
Kriteria  yang  umum  digunakan  untuk  merancang  primer  yang  baik 
adalah bahwa primer sebaiknya berukuran 18  –  25 basa, mengandung 50 –  60 %  
G+C  dan  untuk  kedua  primer  tersebut  sebaiknya  sama.  Sekuens  DNA dalam  
masing-masing  primer  itu  sendiri  juga  sebaiknya  tidak  saling berkomplemen,  
karena  hal  ini  akan  mengakibatkan  terbentuknya  struktur sekunder pada primer 
tersebut dan mengurangi efisiensi PCR.Waktu  annealing  yang  biasa  digunakan  
dalam  PCR  adalah  30  –  45 detik. Semakin panjang ukuran primer, semakin 
tinggi temperaturnya. Kisaran temperatur  penempelan  yang  digunakan  adalah  
antara  36°C  sampai  dengan 72°C, namun suhu yang biasa dilakukan itu adalah 
antara 50 – 60°C. 
3.  Extention (Pemanjangan Primer) 
Selama  tahap  ini  Taq  polymerase  memulai  aktivitasnya memperpanjang 
DNA primer dari ujung 3’. Kecepatan penyusunan nukleotida oleh enzim tersebut 
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pada suhu 72ºC diperkirakan 35  –  100 nukleotida/detik, bergantung  pada  buffer,  
pH,  konsentrasi  garam  dan  molekul  DNA  target. Dengan  demikian  untuk  
produk  PCR  dengan  panjang  2000  pasang  basa, waktu 1 menit sudah lebih dari 
cukup untuk tahap perpanjangan primer ini. Biasanya  di  akhir  siklus  PCR  
waktu  yang  digunakan  untuk  tahap  ini 30 diperpanjang  sampai  5  menit  
sehingga  seluruh  produk  PCR  diharapkan terbentuk DNA untai ganda. Fungsi  
DNA  template  di  dalam  proses  PCR  adalah  sebagai  cetakan  untuk 
pembentukan molekul DNA baru yang sama. Template  DNA ini dapat berupa  
DNA kromosom,  DNA  plasmid  ataupun  fragmen  DNA.  DNA  templat  
tersebut mengandung fragmen DNA target yang dituju. Penyiapan DNA templat 
untuk proses PCR  dapat  dilakukan  dengan  menggunakan  metode  lisis  sel  
ataupun  dengan  cara melakukan isolasi DNA kromosom atau DNA plasmid 
dengan menggunakan metode standar yang ada. Pemilihan metode yang digunakan  
dalam penyiapan DNA templat tergantung  dari  tujuan  eksperimen.  Dengan  
menggunakan  teknik  PCR,  panjang fragmen DNA yang dapat diamplifikasi 
mencapai 35 kilo basa. Amplifikasi fragmen DNA  pendek  (kurang  dari  tiga  kilo  
basa)  relatif  lebih  mudah  dilakukan.  Untuk mengamplifikasi fragmen DNA 
panjang (lebih besar dari tiga  kilo basa) memerlukan beberapa  kondisi  khusus,  
di  antaranya  adalah  diperlukan  polimerase  DNA  dengan aktivitas yang kuat 
dan juga buffer PCR dengan pH dan kapasitas tinggi  (High-salt buffer) (Darmo, 
2001). 
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3.  Elektroforesis DNA 
Elektroforesis adalah teknik pemisahan komponen atau molekul 
bermuatan berdasarkan perbedaan tingkat migrasinya dalam sebuah medan listrik. 
Teknik ini dipelopori pada tahun 1937 oleh ahli kimia Swedia Arne Tiselius untuk 
pemisahan protein. Sekarang telah meluas ke banyak pemisahan kelas yang 
berbeda lain dari biomolekul termasuk asam nukleat, karbohidrat dan asam amino. 
Medan listrik dialirkan pada suatu medium yang mengandung sampel yang akan 
dipisahkan (Dwidjoseputro, 1998).  
Molekul DNA bermuatan negatif sehingga di dalam medan listrik akan 
bermigrasi melalui matriks gel menuju kutub positif (anode). Makin besar ukuran 
molekulnya, makin rendah laju migrasinya.Berat molekul suatu fragmen DNA 
dapat diperkirakan dengan membandingkan laju migrasinya dengan laju migrasi 
fragmen-fragmen molekul DNA standar (DNA marker) yang telah diketahui 
ukurannya.Visulisasi DNA selanjutnya dilakukan di bawah paparan sinar 
ultraviolet setelah terlebih dahulu gel dalam pembuatannya ditambahkan larutan 
ethidium bromide (Dwidjoseputro, 1998). 
Setelah pembuatan gel elektroforesis, DNA dapat segera dirunning tetapi 
sebelumnya perlu diberi loading buffer (Bromophenol blue) untuk memberikan 
berat sampel dan sebagai penanda sampai kapan elektroforesis bisa dihentikan 
(Susanti, 2003). 
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4. Sequensing 
     Sequensing adalah penentuan urutan  basa DNA dalam segmen molekul 
DNA yang relatif pendek. Pengurutan ( sequensing ) asam nukleat memungkinkan 
kita mengetahui kode genetik dari molekul DNA. 
F. Kerangka Pikir 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
          INPUT  
 
Bakteri endofit kentang  
(Solanum tuberosum) 
pada Cendawan 
patogen (Rhizoctonia 
solani danFusarium 
oxyporum) 
 
PROSES  
 
Isolasi Bakteri Endofit 
 
Identifikasi Molekuler 
OUTPUT  
 
Uji Antibiosis secara  in   
Vitro 
Kemampuan Antibiosis 
Bakteri Endofit 
Terhadap Cendawan 
Patogen(Rhizoctonia 
solanidan Fusarium 
oxyporum) 
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BAB III 
 
 
METODOLOGI PENELITIAN 
 
 
 
A. Jenis dan Lokasi Penelitian 
 
1. Jenis Penelitian 
 
Penelitian ini merupakan jenis penelitian kualitatif dengan tujuan untuk 
mengetahui potensi Bakteri endofit kentang (Solanum tuberosum) pada 
cendawan patogen. 
2. Lokasi Penelitian 
Lokasi penelitian yaitu bertempat di Laboratorium Mikrobiologi 
Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Alauddin Makassar 
dan Rumah Sakit Pendidikan Universitas Hasanuddin Makassar 
(bag.Molekuler). 
B. Populasi dan Sampel 
Populasi pada penelitian ini adalah semua akar kentang yang berada di Desa 
Bontolojong Kabupaten Bantaeng. 
Sampel penelitian ini adalah akar tanaman kentang Kabupaten Bantaeng Desa 
Bontolojong. 
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C. Variabel Penelitian 
 
Adapun jenis variable pada penelitian ini hanya terdiri satu variabel sehingga 
disebut dengan variabel tunggal. Adapun variabel yang akan diamati yaitu bakteri 
endofit yang berpotensi sebagai agen biokontrol cendawan patogen. 
D. Defenisi Operasional Variabel 
1. Bakteri endofit adalah Organisme hidup yang berukuran mikroskopis hidup di 
dalam jaringan tanaman (xylem dan floem) pada akar tanaman kentang. 
2. Cendawan patogen isolate Rhizoctonia solani dan Fusarium oxyforum 
merupakan cendawan yang hidup pada tanaman dan bersifat parasit serta 
mengganggu proses fisiologis pada tanaman kentang. 
3. Identifikasi molekuler merupakan pengujian  yang  dilakukan untuk mengetahui 
secara pasti spesies bakteri  yang terdapat pada akar kentang (Solanum 
tuberosum). 
 
E. Instrumen Penelitian 
 
1. Alat 
Adapun alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu Autoklaf, laminar air 
flow, Enkas, Mesin PCR (Polymerase Chain Reaction), tank Elektroforesis, 
mortar dan pestle, tabung gelas, labu erlenmeyer, gelas kimia, hot plate, bunsen, 
incubator, colony counter, stirrer, tabung reaksi, corong, jangka sorong, cawan 
petri, jarum ose, mikropipet 0,1 ml dan mikropipet 1 ml, tip, bunsen, aluminium 
voil, batang L, pinset, cork borer, pisau, sendok, tabung reaksi, timbangan 
analitik, oven,sarung tangan, korek api,dan masker. 
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2. Bahan 
Adapun bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu Akar kentang, 
Rhizoctonia solani, Fusarium oxyforum, Natrium agar (NA), Potato dextrose 
agar (PDA) Natrium Hipoklorit (NaClO) 5,3%, alkohol 70%, kloram fenikol, 
     , 10X PCR buffer,          , 5 mMdNTP, Reverse primer ITS 2 
(10 mM), Forward primer ITS 1 (10 mM), Taq Polymerase,  loading dye, gel 
agarosa, TBE, etidium bromide, marker collection tube, tissue,silk, kapas, 
plastikmakanan, karet, spidol, kertas label ,handskun sabun/deterjen, dan 
aquadest steril,  
 
3. Prosedur Kerja 
1. Pengambilan Sampel akar kentang 
  Spesimen yang digunakan adalah akar kentang (Solanum tuberosum) 
yang berasal dari Bantaeng dalam bentuk tanamanutuh. Akar yang digunakan 
mulai dari pangkal akar sampai ujung akar. 
2. Sterilisasi Alat 
Sebelum menggunakan alat-alat dalam penelitian dilakukan sterilisasi 
alat dengan cara dicuci dengan menggunakan sabun lalu dibilas dengan air 
mengalirdandikeringkan, kemudian disterilisasi dengan oven pada suhu   
180
o
C selama 2 jam. 
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3. Pembuatan Media 
Menyiapkan bahan dalam pembuatan media NA,menimbang masing-
masingbahan mediasesuaikebutuhan pada timbangan analitik dan dimasukkan 
kedalam tabung erlenmeyer campurkan dengan aquadest sebanyak 250 
mLsebagai pelarut, dihomogenkan dengan stirer diatas hotplate, 
laludisterilkan pada otoklaf pada suhu 121
o
C, dengan tekanan 2 atm selama 
150 menit. 
4. Isolasi Bakteri Endofit   
Menyiapkan spesimen akar kentang (Solanum tuberosum), Isolasi 
bakteri endofit dilakukan metode sterilisasi permukaan (Munif, 2012) akar 
kentang dari lapangan dicuci bersih dengan air mengalir dan dipotong dengan 
ukuran 1-2 cm, kemudian di timbang sebanyak 1 gram. Setelah ditimbang di 
sterilkan dalam laminar air flow. Potongan akar direndam dalam alkohol 70 
% selama 1 menit selanjutnya Natrium hipoklorit 2,5 % selama 2 menit dan 
terakhir dibilas 3 kali dengan Aquadest steril. Kemudian diuji dengan 
mengoleskan potongan akar pada medium NA 10 % dan di inkubasi selama 
48 jam. Akar yang benar-benar steril yang tidak terdapat bakteri yang tumbuh 
pada medium NA tersebut di gunakan sebagai bahan isolasi. 
Akar kentang yang sudah disterilkan kemudian dihancurkan sampai 
halus dalam mortar steril. Sebanyak 1 Ml Aquadest steril dalam tabung reaksi. 
Suspensi akar selanjutnya diencerkan secara seri dengan konsentrasi   ,    , 
    dan    sebanyak 1 mL kemudian divortex. Selanjutnya dari masing-
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masing tabung reaksi, sebanyak 0,1 mL disebar pada medium NA dan 
diinkubasi selama 48 jam. Total populasi bakteri dihitung jenis bakteri yang 
berbeda dan dimurnikan kembali pada cawan petri berisi media NA dengan 
goresan kuadran. Kemudian langkah yang terakhir jika koloni berhasil untuk 
dimurnikan, membuat stock medium NA agar miring untuk digunakan pada 
kegiatan selanjutnya. 
      5. Uji antibiosis secara in vitro 
 Uji antibiosis dilakukan dengan teknik kultur ganda terhadap 
Rhizoctonia solani dan Fusarium oxyforum pada isolate bakteri endofit murni 
dilakukan dengan uji antibiosi ssecara in vitro. Isolat Rhizoctonia solani dan 
Fusarium oxyforum yang berumur 7 hari dengan diameter 0.6 cm diletakkan 
pada pusat medium, selanjutnya bakteri endofit uji digoreskan dengan jarak 2 
cm dari tepi medium. Pengamatan dilakukan terhadap zona hambatan yang 
dihasilkan pada hari ke-7 dan zona hambat dihitung menggunakan Rumus: 
   Index penghambatan :*  (
 
 
)+         
A :Jarak antara jari-jari cendawan dengan bakteri 
  B :Jarak antara jari-jari cendawan dengan zona bening (Aris, 2011). 
6. Identifikasi Molekuler 
   Bakteri endofit yang memiliki daya antibiosis di Identifikasi molekuler 
menggunakan sekuens 16S-rRNA dengan program BLAST (Basic Local 
Aligment Search Tool) dari NCBI (National Centre for Biotechnologhy 
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Information) dikontruksi dengan program  Treecon. Gen 16S-rRNA dianalisis 
secara lengkap               
Selanjutnya Identifikasi molekuler dengan menyiapkan stok isolate 
bakteri yang murni dari seri pengenceran 10
-1 
sampai 10
-4
dan memilih bakteri 
yang berbeda dari segi morfologi untuk dilakukan identifikasi molekuler  
yang diawali dengan estraksi DNA pada bakteri.  
Identifikasi molecular dilakukan dengan cara: 
a. Estraksi DNA 
 Isolasi DNA dengan teknik pemanasan 
Reaksi (  ) 
Kapa, Master Mix 25 
Reverse primer ITS 2 (10 mM) 2 
Forward primer ITS 1 (10 mM) 2 
          2 
      19 
             DNA Template 3 
Total premix 43 
    
b. Ampifikasi PCR (Polymerase Chain Reaction)  
 Amplikasi dilakukan dengan menggunakan mesin PCR (DNA thermal 
Cycler). Untuk amplikasi PCR, tahap awal pada suhu 94  selama 1 menit, 
denaturasi dengan suhu 94  selama 1 menit, annealing dengan suhu 55  
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selama 30 detik, dan elongasi dengan suhu 72  selama 1 menit, setelah 35 
siklus PCR dibiarkan suhu 72  selama 5 menit, kemudian suhu diturunkan 
12    4 menit untuk penyimpanan. 
c. Elektroforesis gel agarosa 
 Agarosa dibuat dengan melarutkan 1,5 g agarosa (Bio Rad) dalam 100 
ml Tris borate EDTA (100 gr Tris base, 27,5 g asam borat, 20 ml 0,5 M 
EDTA pH 8,0 dalamsatu liter air) Kemudian dipanaskan sampai mendidih dan 
larut. Selanjutnya ditambahkan 1  l ethidium bromide (0,2 g/ml) dan 
dimasukkan dalam pencetak gel yang telah dipasangi sisir. Setelah agarosa 
memadat (sekitar 30 menit) selanjutnya dimasukkan kedalam tank 
elektroforesis yang berisi larutan TBE 0,5 %. Masukkan masing-masing 7  l 
DNA sampel yang telah dicampur dengan 3,5 cairan loading dye kedalam 
sumur yang terdapat pada gel elektroforesis kemudian memasukkan marker 
50 bp. Selanjutnya elektroda dihubungkan dengan power supply tegangan 100 
volt, kemudian dinyalakan selama 1 jam. Setelah itu, alat elektroforesis 
dimatikan kemudian gel dari alat tersebut diambil. Gel dipindahkan kedalam 
UV transiluminator kemudian diamati hasilnya pada computer. 
d. Analisis Data Sekuensing 
 Analisis  data sekuensing dilakukan dengan menggunakan  program  
software DNA  star dan dikirim                     Untuk analisa  
sequence  alignment,  dilakukan dengan membandingkan sekuens  yang  
diperoleh  (query)  dengan  yang  telah ada pada  Gen  Bank  dengan data base  
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searches  NCBI  internet  site  (http//www.ncbi.nlm.nih.gov)  menggunakan 
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Ukuran fragmen hasil 
amplifikasi PCR ditentukan dengan cara dibandingkan antara posisi ukuran 
penanda  DNA  (Marker) dengan ukuran fragmen sampel. Hasil positif 
ditunjukkan dengan adanya band pada ukuran 996 bp.   
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BAB IV 
 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
 
 
A. Hasil Penelitian 
1. Isolasi dan Seleksi Bakteri Endofit 
Hasil yang di dapatkan pada isolasi sebanyak  empat isolat bakteri endofit 
yang telah diisolasi dari tanaman kentang (Solanum tuberosum) pada medium NA 
dengan cara mengoles pada medium NA sebagai kontrol dan dihancurkan 
beberapa potongan akar sampai halus dengan mortar steril. Keempat isolat diberi 
kode A1, A2, A3 dan A4. Koloni murni yang telah diperoleh ditumbuhkan pada 
media NA (Natrium Agar) miring dipakai sebagai stok isolat untuk uji selanjutnya. 
   Tabel 4.1 Ciri morfologi isolasi akar kentang (Solanum tuberosum) 
NO Kode 
Isolat 
 Ciri Morfologi 
  Ukuran Bentuk Elevasi  Permukaan Tepi Warna 
1 A1 Sedang Circular flat halus entire putih susu 
2 A2 Besar Rhizoid raised kasar curled putih susu 
3 A3 Besar Filamenteus Umbonate berkerut filament putih susu 
4 A4 Besar Irregular raised halus rhizoid putih susu 
 
2. Uji antibiosis secara in vitro 
   Uji daya hambat antara bakteri endofit dengan cendawan patogen 
(Rhizoctonia solani) dan (Fusarium oxyporum) pada hari ke 7. 
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Tabel 4.2 Index penghambatan bakteri endofit dan cendawan patogen. 
Kode Isolat cendawan Index Penghambatan % 
A1 Rhizoctonia solani 50% 
A2 Rhizoctonia solani 100% 
A3 Rhizoctonia solani 20% 
A4 Rhizoctonia solani 0% 
A1 Fusarium oxyforum 80% 
A2 Fusarium oxyforum 100% 
A3 Fusarium oxyforum 100% 
A4 Fusarium oxyforum 0% 
 
 
Gambar 4.1. Diagram Index penghambatan bakteri endofit dan cendawan 
patogen. 
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3. Identifikasi molekular bakteri endofit akar kentang (Solanum tuberosum). 
  Adapun hasil elektroforesis dari hasil amplifikasi gen 16S-rRNA yang 
dilakukan dengan menggunakan mesin PCR ( DNA Thermal Cycler ) pada  
ketiga sampel bakteri dari akar kentang dapat dilihat pada gambar di bawah ini: 
 
Gambar 4.2 Hasil elektroforesis dari isolasi akar kentang (Solanum 
tuberosum)  produk amplifikasi gen 16S-rRNA  
 
Hasil sekuensing yang diperoleh dari Malaysia selanjutnya 
dianalisis pada Gen Bank menggunakan analisis BLAST. Analisis BLAST 
dilakukan dengan tujuan untuk membandingkan hasil yang diperoleh 
dengan tujuan membandingkan hasil yang diperoleh dengan hasil sekuen 
DNA dari seluruh dunia yang didepositkan pada database Gen Bank. 
A3 A2 A1 M 
1400 bp 
M 
45 
 
Analisis BLAST dilakukan secara online pada website NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Hasil analisis BLAST dari ketiga isolat 
bakteri pada akar kentang dapat dilihat pada gambar dibawah ini: 
Sampel A1 
 
Gambar 4.3. Tabel analisis BLAST isolat A1 
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Gambar 4.4. Hasil Sekuensing urutan basa nukleutida Isolat A1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Isolat A1 
TTGACTCGAGAGCTGCTCTCGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACT
GCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACC
AAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGT
GGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTG
GAACTGAGACACGGTCCACACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGC
GCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCA
GCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCACAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCA
CCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTAC
TGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTG
GGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAG
ACTGACGCTCGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGC
CGTAAACGATGTCGACTTGTAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTA
ATCACCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTATAACTCAATGAATTGTCGGGGGCCCCGCA
CAGCGGTGGGAGCATGTGGTTTATTTCGTGCACCCGAGAACCTTACTACTTT 
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Gambar 4.5. Perbandingan urutan basa sampel A1 dan Enterobacter kobei 
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Sampel A2 
 
Gambar 4.6. Tabel analisis BLAST isolat A2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Isolat A2 
GAAACGGAAAGCTTGCTCTCTGGTTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACT
GCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAATGTCGCAAGACCA
AAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTG
GGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGG
AACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGC
AAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCG
GGGAGGAAGGTGATGAGGTTAATAACCTTGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGG
CTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGG
CGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAA
CTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCCTGGACAAAGACTGA
CGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACACGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAA
CGATGTCGACTTGGAGGTTGTGTCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTTAATCGAC
CGCCTGGGAGTACAGCCACAAGTATACTCAAATGAATTGAGGGGGCCGCCCAAGCGATGGAC
AT 
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Gambar 4.7. Hasil Sekuensing urutan basa nukleutida Isolat A2 
 
 Gambar 4.8. Perbandingan urutan basa sampel A2 dan Enterobacter asburiae 
B. Pembahasan 
1. Isolasi bakteri endofit 
   Berdasarkan hasil penelitian koloni bakteri endofit pada akar kentang 
(Solanum tuberosum) telah ditumbuhkan dengan menggunakan medium NA yang 
merupakan media umum untuk bakteri.Keempat isolat diberi kode A1, A2, A3 dan 
A4. Hasil karakteristik yang diperoleh menunjukkan bahwa bakteri isolat A1 
mempunyai bentuk morfologi Circular, elevasi flat, permukaan halus, tepian 
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entire, warna putih susu, ukuran sedang. Isolat A2 mempunyai bentuk morfologi 
rhizoid, elevasi raised, tepian curled, permukaan kasar, warna putih susu, ukuran 
besar. Isolat A3 mempunyai bentuk morfologi filamenteus, elevasi umbonate, 
tepian filament, permukaan berkerut, warna putih susu, ukuran besar. Isolat A4 
mempunyai bentuk morfologi irreguler, elevasi raised, tepian rhizoid, permukaan 
halus, warna putih susu, ukuran besar. 
(Pelczar, 1986) menyatakan bahwa pada bakteri endofit memiliki warna pada 
permukaan koloni yaitu putih kekuningan, atau putih kental seperti susu. Selain itu 
bakteri endofit di cirikan dengan bentuk sel individu yang batang, serta bentuk 
koloni yang bulat, oval atau tidak beraturan.Bakteri endofit tergolong bakteri gram 
negatif atau positif. Dinding sel bakteri gram positif mempunyai lapisan tunggal 
(mono), sedangkan bakteri gram negatif  tersusun dari 3 lapisan yaitu lapisan luar, 
lapisan tengah, dan lapisan dalam suhu optimum untuk bakteri endofit dapat 
tumbuh adalah antara 27°C-30°C. 
2. Uji antibiosis secara in vitro 
 Uji antibiosis merupakan uji yang dilakukan untuk mengetahui kemampuan 
suatu cendawan patogen dan bakteri endofit.Uji antibiosis pada penelitian ini 
menggunakan cendawan Rhizoctonia solani, Fusarium oxyporum dan isolasi 
bakteri endofit dari akarkentang.Pengamatan dilakukan pada hari  ke 7 setelah 
inokulasi. 
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Pada penelitian ini, cendawan patogen Rhizoctonia solani  ditanam pada 
pusat medium cawan petri dan isolat bakteri endofit uji digoreskan dengan jarak 2 
cm dari tepi medium  dan pada waktu bersamaan dalam satu cawan petri, yang 
selanjutnya diinkubasi selama 7 hari pada suhu ruang kemudian dilakukan index 
penghambatan pertumbuhan pada hari ke 7. Berdasarkan hasil pengamatan diatas 
selama hari ke 7 (Tabel 4.2), dan (Gambar pengamatan 4.3)  dapat terlihat bahwa 
yang memiliki index penghambatan tertinggi terhadap cendawan patogen dan 
bakteri endofit yaitu kode isolat A2 100 %, A3 100%, dan A1 80 %. 
      Hasil pengamatan uji daya hambat terhadap bakteri endofit menunjukkan 
hasil yang signifikan. Hal ini dapat dilihat dari besarnya penghambatan bakteri 
endofit terhadap cendawan pathogen  Rhizoctonia solani dan  Fusarium oxyporum.  
       Interaksi antara kedua koloni terjadi pada saat itu, diameter koloni bakteri 
sudah jauh lebih besar dari diameter koloni cendawan patogen uji.Selain 
penghambatan, perkembangan koloni isolat bakteri endofit dari akar kentang sudah 
mampu tumbuh diatas koloni isolat cendawan patogen. Kemampuan menghambat 
oleh bakteri endofit didasarkan  kepada  kemampuannya  menghasilkan metabolit 
seperti enzim pendegradasi dinding sel atausenyawa antijamur lainnya 
(Govindappa, 2011). Besarnyazona hambat yang dihasilkan tergantung dari jenis 
danstabilitas metabolit yang dihasilkan oleh masing-masingbakteri yang berfungsi 
sebagai antifungi terhadap cendawan Rhizoctonia solani dan Fusarium oxyporum, 
oleh karena itu tiap-tiap bakteri memiliki besar zona hambat dan stabilitas 
penghambatan yang berbeda-beda. Kemampuan  penghambatan  secara  invitroini 
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mungkin dipengaruhi oleh jenis, kelarutan dan kestabilan  senyawa  antimikroba 
yang  dihasilkan  oleh bakteri. 
3. Identifikasi molekular bakteri endofit akar kentang (Solanum tuberosum). 
Identifikasi mikroorganisme melalui metode molekuler teknik PCR 
(Polymerase Chain Reaction) karena  prosesnya  lebih cepat, efisien dan hasilnya 
lebih akurat untuk menentukan spesies suatu mikroorganisme. Dalam proses 
identifikasi molekuler mikroorganisme, ada 3 proses utama yang paling dasar 
yaitu ekstraksi DNA, amplifiksi, elektroforesis serta tahap yang paling penting 
yaitu sekuensing. Pada tahap ekstraksi terjadi pemisahan benang-benang DNA 
dengan komponen sel yang lain. Isolasi atau ekstraksi DNA diperoleh dengan 
cara merusak atau memecahkan dinding sel sehingga DNA akan keluar dari sel. 
Pada metode boiling, pemanasan tinggi selama beberapa menit akan 
menyebabkan peningkatan permeabilitas dinding sel yang berakibat pada 
masuknya cairan dan materi lain di sekitar sel dan keluarnya materi-materi dari 
dalam sel. Suhu tinggi juga bermanfaat untuk inaktifasi enzim, terutama DN-ase 
yang dapat merusak DNA. Suhu yang digunakan dan lamanya pemanasan 
tergantung pada sampel yang digunakan.Pada penelitian ini pemanasan dilakukan 
pada suhu 95
o
C selama 30 menit. 
Proses ekstraksi DNA yang dilakukan mengacu pada pedoman intruksi 
manual oleh geneaid menggunakan presto 
TM
 mini gDNA Bacteria Kit. Dalam 
proses ini ada beberapa proses penting dalam ekstraksi yaitu preparasi sampel 
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(sample preparation), lisis sel (cell lysis), pengikatan DNA (DNA binding), 
pencucian (wash) dan elusi (elution). 
Kit Komersial Presto
TM
 Mini gDNA Bacteria Kit menggunakan prinsip 
mini column atau filtrasi DNA. Pertama dinding sel dihancurkan, untuk bakteri 
gram positif menggunakan gram (+) buffer yang telah ditambahkan lisozyme 
sedangkan untuk bakteri gram negatif menggunakan gram (-) buffer dan 
proteinase K. sel dilisis menggunakan lysis buffer. DNA diendapkan dengan 
ethanol absolute, difilter, dan dicuci dengan washing buffer (buffer W1 dan buffer 
wash). Terakhir DNA dilarutkan dalam elution buffer. Ekstraksi DNA dengan 
mini column merupakan metode ekstraksi yang paling umum dilakukan karena 
hasil yang didapatkan sangat baik dalam waktu yang tidak lama dan biaya yang 
lebih murah. 
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini memiliki fungsi yang 
berbeda-beda.Gram (+) buffer (Geneid) yang telah ditambahkan lyzosyme 
berfungsi khusus untuk menghancurkan dinding sel bakteri gram positif, 
penambahan buffer bertujuan untuk menjaga keadaan pH tetap stabil sehingga 
DNA tidak rusak selama pengerjaan. Proteinase K yang berfungsi 
menghancurkan komponen sel (terutama protein) dan gram (-) buffer (Geneid) 
fungsinya khusus untuk menghancurkan dinding sel bakteri gram negatif. GB 
Buffer (Geneid) berfungsi untuk melisiskan sel bakteri.Etanol absolute digunakan 
untuk mengendapkan atau pemekatan DNA.Wash Buffer digunakan untuk 
membersihkan DNA dari pengotor lain. Marker DNA yang terdapat pada Gel 
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Elektrophoresis  berfungsi untuk mengetahui ukuran DNA hasil amplifikasi dan 
sebagai penanda posisi molekul DNA yang bermigrasi untuk menentukan 
perkiraan ukuran basa-basanya. Loading dye berfungsi sebagai pemberat agar 
tidak keluar dari sumuran (well). Etidium Bromida (EtBr) sebagai pewarna 
DNA.2x KAPA2GFast Ready Mix PCR Kit merupakan master mix PCR komerial 
yang didalamnya terkandung Taq DNA Polymerase, PCR buffer, MgCl2, dNTP, 
dan ddH2O. master mix PCR komersial ini berfungsi sebagai komponen atau 
campuran DNA template yang akan diamplifikasi menggunakan mesin PCR. 
Primer Forward berfungsi untuk menginisiasi sintesis untai DNA dari ujung 5’----
----3’ sedangkan Primer Reverse berfungsi untuk menginisiasi sintesis untai DNA 
dari ujung 3’--------5’. 
   Hasil isolasi genomik DNA kemudian diamplfikasi dengan PCR 
sebanyak 35 siklus. Untuk mengetahui ukuran produk hasil amplifikasi maka 
dilakukan elektroforesis selama 40 menit 100 volt pada gel agarosa dengan 
konsentrasi 2%.Dari hasil elektroferesis ketiga sampel diketahui terdapat pita 
yang terseparasi dan sejajar dengan marker 1400 pb. Hal ini mengindikasikan 
bahwa fragmen gen yang terampliikasi dengan ukuran 1400 pb, sehingga dapat 
disimpulkan bahwa proses amplifikasi keempat isolat bakteri endofit dari akar 
kentang berhasil dilakukan. Target yang telah dicapai ini cukup untuk melakukan 
identifikasi spesies bakteri tersebut. Selanjutnya hasil dikirim ke PT. Genetika 
Science Indonesia yang kemudian akan dikirim ke 1
st 
BASE Sekuensing INT 
Malaysia untuk pemetaan pasang basa yang berhasil diamplifikasi. 
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Hasil yang diperoleh dari Malaysia selanjutnya dianalisis pada Gen Bank 
menggunakan analisis BLAST. Analisis BLAST dilakukan dengan tujuan untuk 
membandingkan hasil yang diperoleh dengan hasil sekuen DNA dari seluruh 
dunia yang didepositkan pada data base Gen Bank. Analisis hasil BLAST tersebut 
memberikan informasi mengenai bakteri apa yang mempunyai kesamaan dengan 
urutan DNA sampel sehingga dapat digunakan untuk identifikasi bakteri. 
Informasi dari hasil BLAST tersebut berupa Max Score dan Total Score, Query 
Coverage, E-Value dan Identities.Max Score dan Total Score adalah jumlah 
keselarasan semua segmen dari urutan database yang cocok dengan urutan 
nukleutida.Nilai skor menunjukkan keakuratan nilai penjajaran sekuens berupa 
nukleutida yang tidak diketahui dengan sekuens nukleutida yang terdapat di 
dalam Gen Bank.Semakin tinggi nlai skor yang dperoleh maka semakin tinggi 
tingkat homologi kedua sekuens. Query coverage adalah presentasi dari panjang 
nukleutida yang selaras dengan database yang terdapat pada BLAST. Nilai E-
Value merupakan nilai dugaan yang memberikan ukuran statistik yang signifikan 
terhadap kedua sekuens.Nilai E-Value yang semakin tinggi menunjukkan tingkat 
homologi antar sekuens semakin rendah, sedangkan nilai E-Value yang semakin 
rendah menunjukkan tingkat homologi antar sekuens semakin tinggi.Nilai E-
Value bernilai 0 (nol) menunjukkan bahwa kedua sekuens tersebut identik. 
Identities adalah nilai tertinggi dari persentasi identitas atau kecocokan antara 
sekuens query dengan sekuens database yang tersejajarkan. 
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  Analisis BLAST dilakukan secara online pada website National Center 
For Biotechnology Information (NCBI, 2016): (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 
ciri-ciri sekuens dari Gen Bank yang paling mirip dengan sekuens DNA yang 
diperoleh yaitu nilai Max Score dan Total Score sama, Query Coverage 
mendekati 100%, E-Value mendekati 0 dan Identities mendekati 100%. Dari 
kelima parameter tersebut, nilai Query Coverage yang paling penting karena 
menunjukkan persentase database yang tertutupi oleh Query. Apabil nilai E-Value 
semakin mendekati nol, hasilnya akan lebih terpercaya dan bia nilainya 1 maka 
tidak boleh digunakan. 
Hasil analisis BLAST dari ketiga isolat bakteri endofit akar kentang 
menunjukkan bahwa spesies isolat A2 adalah bakteri Anterobacter kobei dengan 
nilai maximum score 1561, total score 1561, query coverage 99% dan identitas 
98%. Spesies isolat A1 adalah bakteri Anterobacterasburiae dengan nilai 
maximum score 1472, total score 1472, query coverage 98% dan identitas 97%. 
Spesies isolat A3 tidak teridentifikasi pada pembacaan program BLAST karena 
kemungkinan pada saat sekuensing terjadi kontaminansi. 
1. Enterobacter kobei 
Enterobacter kobei spdiusulkan dalam kelompok organisme disebut sebagai NIH 
Group 21 di National Institute of Health, Tokyo. Para anggota dari spesies ini 
bakteri Gramnegatif, batang motil sesuai dengan definisi dari keluarga 
Enterobacteriaceae. Keterkaitan DNA dari 23 strain NIH Group 21 perwakilan 
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yang diusulkan sebagai jenis strain spesies ini rata-rata 82% dan 70 C, sedangkan 
keterkaitan dengan spesies lain dalam keluarga Enterobacteriaceaedan genus 
Enterobacter. 
 Klasifikasi bakteri Enterobacter kobei 
 Kingdom  : Bacteria 
 Filum  : Proteabacteria 
      Kelas   : Gammaproteobacteria 
       Ordo  : Enterobacteriales 
       Famili  : Enterobacteriacea 
       Genus  : Enterobacter 
       Spesies  : Enterobacter kobei (Kosako, 1996). 
2. Enterobacter asburiae 
  Enterobacter asburiae adalah basil gram-negatif milik keluarga dari 
Family Enterobacteriaceae diisolasi dari tanah, air dan produk makanan.Hal ini 
disebut sebagai bakteri epifit, yang umumnya digambarkan sebagai 
mikroorganisme yang hidup di permukaan tanaman yang baik dapat 
menguntungkan untuk tanaman (Jean, 2013). 
   Enterobacter asburiae adalah motil dengan peritrichous flagella, anaerobik 
fakultatif.Ini adalah spesies baru dalam genus Enterobacter yang sebelumnya 
disebut sebagai group enterik.Organisme ini digambarkan dan dinamai oleh 
Brenner dan rekan kerja pada tahun 1986.Enterobacterasburiae ini dinamai untuk 
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menghormati "Maria Alyce Fife- Asbury "seorang bakteriologi Amerika yang 
membuat banyak kontribusi penting untuk taksonomi dari Keluarga 
Enterobacteriaceae. DNA G + C konten Enterobacterasburiae adalah 55 ± 1,1 
mol%.Enterobacter asburiae telah diisolasi dari tanah dan air dan berbagai sumber 
daya manusia termasuk urine, saluranpernafasan, luka, darah, endometrium, 
kandung empedu, lokia eksudat, penis, cairan peritoneal, dan cairan sinovial. 
Organisme ini telah diisolasi dari berbagai tanaman seperti kapas, mentimun, 
kacang, dan padi.Enterobacter asburiae adalah oportunistik patogen dan 
menyebabkan penyakit manusia yang berbeda seperti komunitas-pneumonia, 
infeksi jaringan lunak, infeksi luka dan infeksi lain. Enterobacter asburiae 
menghasilkan kelompok Bush 1 β-laktamase enzim konstitutif pada tingkat tinggi 
yang menyebabkan ini bakteri menjadi resisten terhadap sebagian besar antibiotik 
β-laktam. 
Klasifikasi Enterobacter asburae 
Kingdom : Bacteria 
Filum  : Proteabacteria 
Kelas  : Gammaproteobacteria 
Ordo  : Enterobacteriales 
Famili : Enterobacteriacea 
 Genus : Enterobacter 
 Spesies : Enterobacter asburae (Mardaneh 2013). 
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BAB V 
PENUTUP 
A. Kesimpulan 
Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa:  
1. Bakteri endofit yang di isolasidari tanaman akar kentang (Solanum tuberosum) 
menghasilkan 4 isolat yaitu isolat A1, A2, A3 dan A4. Isolat A1 mempunyai 
cirri morfologi Curcular, elevasi flat, permukaan halus, tepian entire, warna 
putih susu, ukuran sedang. Isolat A2 mempunyai bentuk morfologi rhizoid, 
elevasi raised, tepian curled, permukaan kasar, warna putih susu, ukuran besar. 
Isolat A3 mempunyai bentuk morfologi filamenteus, elevasi umbonate, tepian 
filament, permukaan berkerut, warna putih susu, ukuran besar. Isolat A4 
mempunyai bentuk morfologi irreguler, elevasi raised, tepian rhizoid, 
permukaan halus, warna putih susu, ukuran besar. 
2. Hasil uji antibiosis antara bakteri endofit dan cendawan patogen hanya tiga 
isolat bakteri endofit yang mampu menghambat cendawan patogen yaitu 
bakteri endofit yaitu kode isolate bakteri A2 pada cendawan Fusarium 
oxyforum dan Rhizoctonia solani 100 %, kode isolate bakteri A3 pada 
cendawan Fusarium oxyforum 100%, dan kode isolate bakteri A1 pada 
cendawan Fusarium oxyforum 80 %. 
60 
 
3. Adapun hasil dari identifikasi molekuler Isolat A2 merupakan bakteri 
Anterobacter asburiae, A1 Anterobacter kobei dan A3 tidak teridentifikasi 
karena terjadi kontaminansi pada saat sequensing. 
B. Saran 
Adapun saran yang dapat disampaikan peneliti kepenelitian selanjutnya yaitu: 
1. Perlu dilakukan secara in vivo di lapangan untuk mengetahui kemampuan 
bakteri endofit dalam meningkatkan pertumbuhan tanaman dengan 
menghambat serangan langsung pada cendawan patogen. 
2. Perlu dilakukan penelitian lanjutan untuk mengetahui patogenitas bakteri 
endofit yang berhasil diidentifikasi. 
 
. 
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